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研究成果の概要（和文）：本研究は喘息病態としてダニ抗原による気道上皮細胞の機能破綻におけるミトコンド
リア新生の役割を検討した。ダニ抗原を気道上皮細胞に投与するとミトコンドリア新生の主要な調節因子である
PGC-1αの発現が低下するとともに、E-cadherinとZO-1などの細胞間結合蛋白の発現が減少し、経上皮細胞抵抗
の低下を認めた。さらにミトコンドリア量の減少も認めた。PGC-1αの活性化剤であるSRT1720を投与するとダニ
抗原による気道上皮細胞の機能低下が抑制された。本研究の結果によりPGC-1αを標的とした治療戦略が新たな
気管支喘息の治療法になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify whether the peroxisome proliferator-activated 
receptor γ coactivator-1alpha (PGC-1α), a central regulator of mitochondrial biogenesis, is 
involved in the disruption of the airway barrier function induced by aeroallergens. BEAS-2B cells 
were exposed to house dust mite (HDM) and the expressions of PGC-1α and E-cadherin　 were examined 
by immunoblotting. The effect of SRT1720, a PGC-1α activator on E-cadhherin experssion and 
transepithelial electrical resistance (TEER) in the HDM-exposed BEAS-2B cells were investigated. The
 amounts of PGC-1α and E-cadherin in the HDM-treated cells were significantly decreased compared to
 the vehicle-treated cells. SRT1720 restored the expressions of PGC-1α and E-cadherin reduced by 
HDM in BEAS-2B cells. Treatment with SRT1720 also significantly ameliorated the HDM-induced 
reduction in TEER. In conclusion, the current study demonstrated that HDM disrupted the airway 
barrier function through the PGC-1α-dependent pathway. 

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 気管支喘息　アレルギー　ダニ　気道上皮細胞　ミトコンドリア新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は喘息病態として代表的なアレルゲンであるダニによる気道上皮障害のメカニズムをミトコンドリア新生
という今までにない切り口から検討したものである。その中でミトコンドリア新生の主要な調節因子である
PGC-1αがダニ抗原による気道上皮障害に関与していることを示し、PGC-1αの活性作用を持つSRT1720がダニ抗
原による気道上皮障害を改善させる作用を持つことが明らかになった。これらの結果から、PGC-1αを標的とし
た喘息の新規治療戦略が有用である可能性が示唆され、さらに気道上皮機能の回復という今までにない治療薬の
開発の基礎になる可能性もあり、本研究は今後の喘息治療の発展に意義のあるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 気道を構成する細胞の中でも気道上皮細胞は、微生物や有毒ガス、アレルゲンなど多種多様な
外的因子に暴露されており、気道内の構造や機能を正常に維持するためのバリアとして機能す
る。しかし喘息の気道上皮細胞はそのバリアが、構造的にも機能的にも破綻している。例えば上
皮細胞間の tight junction の破綻による細胞の剥離や杯細胞などムチン産生細胞への分化によ
りバリア機能が障害されると考えられる。その結果、外界のアレルゲンや有害物質、ウイルスな
どが容易に気道粘膜の基底膜下層に侵入可能となる。侵入したこれらの抗原に対して樹状細胞
や T細胞など免疫担当細胞が反応し、免疫応答が活性化され気道炎症が生じる。さらに気道上皮
細胞は Toll 様受容体(TLRs)をはじめ、様々な pattern recognition receptors (PRRs)を発現し
ており、微生物やアレルゲン、ストレスなど様々な刺激に対して PRRs を介して防御的に応答す
る。しかし喘息の気道上皮細胞では PRRs を介した反応が亢進しており、炎症反応の遷延や組織
障害を引き起こす。(Parsons et al. Clin Exp Allergy 2014) このように気道上皮細胞の機能
異常は、喘息の病態に重要な役割を果たしているが、上皮細胞の機能障害のメカニズムは未だに
明らかにされていない。 
ミトコンドリアは ATP を産生することで細胞のエネルギー源としての役割を果たしているが、
それと同時に活性酸素種(ROS)も生成する。ROS は酸化ストレスの原因となり、細胞や組織障害
を引き起こすが、生体は抗酸化作用を有することでこれに対応する。また損傷を受けたミトコン
ドリアの蓄積は過剰な ROS の産生を引き起こすため、障害を受けたミトコンドリアはマイトフ
ァジーの機構により除去され、ミトコンドリア新生により正常なミトコンドリアの生成が生じ、
生体内でホメオスターシスを保っている。しかし呼吸器疾患や心血管系疾患、神経筋疾患など
様々な疾患では、マイトファジーやミトコンドリア新生に障害を来していることや、ミトコンド
リア自体にも形態学的変化や機能障害が生じていることが知られており、ミトコンドリアの障
害が喘息の病態に関与している可能性がある。気管支喘息の気道平滑筋細胞では健常人の細胞
に比べミトコンドリア新生が亢進しており、気道平滑筋の肥厚につながる可能性が報告されて
いる。(Trian et al. JEM 2007) 一方で、IL-4 が気道上皮細胞のミトコンドリア新生を減少さ
せることも報告されており(Pattnaik et al. JACI 2016)、気管支喘息におけるミトコンドリア
の役割が細胞腫で異なる可能性がある。しかし喘息の病態において、ミトコンドリア機能障害が
気道上皮細胞にどのような影響を与えるかの詳細は不明である。。 
 以上の背景より、外界に対する免疫応答の最前線である気道上皮細胞のミトコンドリアの機
能の変化や障害が、気管支喘息の発症や病態に関与している可能性が示唆される。未だにその全
貌が解明されていない気管支喘息の病態を、気道上皮細胞とミトコンドリアに焦点を当て明ら
かにしていくことは非常に興味深く、さらに将来の臨床応用にも有用であると期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、気管支喘息の気道上皮細胞の障害のメカニズムをミトコンドリア異常の観点か
ら明らかにすることを目的とする。具体的には(1) 喘息由来の気道上皮細胞におけるミトコンド
リア機能が健常細胞と違いがみられるかどうか、(2) ミトコンドリアの機能障害が気道上皮細胞
のバリア機能や免疫応答さらには喘息関連メディエーター産生(IL-25, IL-33, TSLP など)を促進
するか否か、(3) ミトコンドリア異常のある気道上皮細胞が他の気道細胞（線維芽細胞及び平滑
筋細胞）にどのような影響を及ぼすか、これらを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 気管支喘息と健常者の気道および気道上皮細胞におけるミトコンドリア機能の比較 
気管支鏡下もしくは手術肺より採取した気道組織で下記ミトコンドリア新生マーカーの発現を

免疫染色で比較した。また健常人及び喘息患者より単離した気道上皮細胞においても同様に下

記マーカーの発現をウエスタンブロッティング法(WB)にて測定した。 

・ミトコンドリア新生マーカー：NRF-1, PGC1α, TFAM   

 

(2) ダニ抗原による気道上皮細胞障害モデルでの検討 

気道上皮細胞株である BEAS-2B細胞及びプライマリー気道上皮細胞にダニ抗原抽出液(HDM)を投

与し、先述したミトコンドリア関連マーカー及び上皮細胞間の結合蛋白である E-cadherin, ZO-

1 の発現を WB 法で測定した。さらに PGC-1α活性作用を持つ SRT1720 を前投与し HDM 誘導性の

蛋白発現の変化に及ぼす影響を検討した。上皮機能については経上皮細胞抵抗(TEER)を

Millipore社の Millicell ERS-2 を用いて測定した。またメカニズムを検討するため TLR4 の受

容体阻害薬である LPS-RS、PAR-2 受容体の阻害薬である GB83、プロテアーゼ阻害薬である E64

および AEBSF の効果も合わせて検討した。ミトコンドリアについては細胞内のミトコンドリア

の量を MitoTracker を蛍光標識として測定した。 

 



４．研究成果 
(1) 喘息と健常者由来の気道上皮細胞におけるミトコンドリア新生マーカーの発現の比較 
健常者および喘息患者由来の気道上皮細胞を初代培養したものおよび市販の培養細胞における
PGC-1α、NRF-1、TFAMの発現量を WB 法で測定したところ、健常者由来細胞に比較して喘息由来
細胞においてこれらの発現が有意に減少していた（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 喘息由来気道上皮細胞でミトコンドリア新生マーカーの発現量が低下していた。mean ± SD、 

健常細胞: n = 5、喘息細胞：n = 4、*p < 0.05 

 

(2)  ダニ抗原による気道上皮細胞とマウス肺におけるタンパク発現の検討 

次に気管支喘息における主要な吸入アレルゲンであるダニ抗原の抽出物(HDM)を気道上皮細胞株

の BEAS-2B細胞に投与し、PGC-1α、TFAMの発現を解析したところ HDMによりこれらのタンパク

の発現量が有意に低下した（図 2a, b）。さらに気道上皮バリア機能の維持に重要な細胞間結合

タンパクである E-cadherin および ZO-1 の発現量も低下した(図 2c,d)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 BEAS-2B 細胞におけるダニ抗原抽出液(HDM)によるミトコンドリア新生マーカーとタイトジャンクション 

タンパク発現の減少。Mean±SD (n = 3) **p < 0.01. 

 

(3) 脱アセチル化酵素 SRT1720 による PGC-1αの活性化と HDM 誘導性気道上皮機能障害の回復 

PGC-1αはミトコンドリア新生の主要な調節因子であるが、脱アセチル化およびリン酸化により

活性化される。ここでは、

脱アセチル化活性を持つ

SRT1720 を用いてこれまで

見られた HDMによるタンパ

ク発現の変化に対して

SRT1720 がどのような影響

を及ぼすのか、BEAS-2B 細

胞を用いて検討を行なっ

た。SRT1720 で全処理をし

ておくと、HDM により低下

した PGC-1αの発現量が低

下した(図 3a, b)。さらに、

HDM による TFAM と E-

cadherinの低下もSRT1720

により回復した（図 3c, 

d）。細胞間結合タンパクい

わゆるタイトジャンクシ

ョン蛋白が破綻すると気

道上皮のバリア機能が低

下するが、TEER を測定する

ことでSRT1720のバリア機

能に対する評価も行なった。プライマリーヒト気道上皮細胞に HDMを投与すると TEER が低下す

るが、SRT1720 を前投与しておくと HDMによる TEER の低下が改善した（図 3e）.以上の結果によ

図 3 SRT1720によるダニアレルゲン誘導性の上
皮機能障害の回復。 
a SRT1720の PGC-1α回復効果の濃度依存性の
検討 (n =3) 
b, c, d SRT1720による HDM誘導性のミトコン
ドリア新生マーカーの減少と E-cadherin減少に
対する回復効果。(n = 8) 
c SRT1720 による HDM 誘導性の経上皮抵抗

(TEER)の低下に対する回復効果。(n = 4) 
mean ± SD (N = *p < 0.05, **p < 0.01 



りダニ抗原は気道上皮においてタイトジャンクションを破綻させるが、それと並行してミトコ

ンドリア新生のマーカーを減少させること、さらにミトコンドリア新生を回復させるとダニア

レルゲンによる上皮機能障害も回復する可能性が示唆された。 

 

(4) HDMおよび SRT1720 のミトコンドリア量に対する影響の検討 

これまでの結果を元に、実際にミトコンドリアの量がどのように変化するかをミトコンドリア

特異的プローブである MitoTracker を用いて BEAS-2B 細胞におけるミトコンドリア量を解析し

た。HDMを細胞に投与すると E-cadherin (図 4a)、ZO-1(図 4b)の細胞における発現が減弱し、ミ

トコンドリア量が減少するが(図 4a, b)、SRT1720 を投与しておくと E-cadherin と ZO-1 の減少

が抑制されミトコンドリア量の減少も回復した（図 4a,b）。 
 

 

図 4 HDM によるミトコンドリア量と細胞間結合蛋白の減少に対する SRT1720 の効果の検討 Bars = 100 μm 

 

(5) メカニズムの検討 1:受容体の検討 

ダニ抗原にはリポポリサッカライド(LPS)や さまざまなプロテアーゼが含まれており、これら

が受容体を介して炎症や免疫応答を引き起こす。LPS は toll 様受容体(TLR)4 を、プロテアーゼ

は protease-activated receptor-2 (PAR-2)に対するリガンドとなる。TLR4阻害剤である TLR-

RS と PAR-2阻害剤である GB83を用いて、HDMによるミトコンドリアとバリア機能障害にどの受

容体が関与するかを検討した。興味深いことに、図 5に示すようにいずれの阻害剤も HDMによる

PGC-1αとタイトジャンクションタンパクの発現低下に対し改善効果を示した。 

 
図 5 HDM による PGC-1αおよび E-

cadherin, ZO-1の発現低下におけ

る受容体の関与の検討。 

mean ± SD (n = 4) 

*p < 0.05, **p < 0.01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(6) メカニズムの検討２：プロテアーゼの関与についての検討 

ダニ抗原に含まれるプロテアーゼにはシステインプロテアーゼとセリンプロテアーゼがあり、

これらが PAR-2 を活性化させる。プロテアーゼの関与を検討するためにシステインプロテアー

ゼ阻害剤である E64 とセリンプロテアーゼである AEBSF の効果を BEAS-2B 細胞を用いて検討し

た。いずれのプロテアーゼ阻害剤も HDMによる PGC-1αの発現低下(図 6a, c)および E-cadherin

の発現低下(図 6b, d)に対して改善効果を認めた。 

 
図 6 プロテアーゼ阻害剤による

HDM による PGC-1αおよび E-

cadherin 低下に対する効果。 

mean ± SD (n = 4) 

*p < 0.05、**p < 0.01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(7) 結果のまとめ 

本研究の結果により、吸入アレルゲンであるダニ抗原による気道上皮バリア機能障害において

自然免疫応答とミトコンドリア新生障害が関連していることが示された。特に本研究で示され

た PAR2/TLR4/PGC-1αを介した経路が、上皮バリア機能障害の回復という今までにない喘息の新

規治療戦略のターゲットとなりうることが示唆された。図 7 に本研究の結果想定されるメカニ

ズムの模式図を示す。 

 
図 7 本研究の成果により想定される喘

息の新規メカニズム 

HDM はプロテアーゼによりタイトジャ

ンクションを直接破綻させる一方で

(Direct effect)、間接的には PAR-2 と

TLR4 を介してタイトジャンクションタ

ンパクの発現や細胞内分布を変化させ

る(indirect effect)。HDM による PAR-

2 と TLR4 の活性化が PGC-1αの活性化

を抑制し、その結果ミトコンドリア新

生が低下し、タイトジャンクションタ

ンパクの発現が減弱する。この両方の

メカニズムが関与し合って気道上皮バ

リアの破綻と上皮透過性亢進を引き起

こすことが示唆される。 
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